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横紋筋敵解症とは筋細胞膜が崩壊し､ 筋原性酵素などの筋内容成分が循環血中に逸脱する病態で ､
重簾化した場合腎不全を介して多臓器不全により死に至る場合がある【1】｡ 横紋筋融解症の原因は先天
性と後天性に大きく分類することが出来る｡ 先天性横紋筋融解症の多くは筋肉 - の エネル ギ ー 供給に
関わる､ 解糖､ グリ コ - ゲン分解､ 脂肪酸のβ酸化､ ミ ト コ ン ドリア呼吸鎖等に関与する酵素または
タン パ ク質の欠損が原因であることが知られて いる【1]o 一 方､ 後天性横紋筋融解症の原因のおよそ
80 %は毒素や薬物によるものであり､様々 な薬物が横紋筋融解症を引き起こすことが知られて いる【l]o
薬物による横紋筋融解症は非常に稀な副作用であるが､ ミ か ヾチ - が発覚されず薬物の服用が継続さ
れると横紋筋融解症に発展すると考えられて いる【2]o 近年､ 和u G･CoA 還元酵素阻害剤 (ス タチン)
によるミ か 1チ - や横紋筋融解症が多く報告されるようになっ てきている[3]｡
ス タチン はL DLコ レス テ ロ ー ル を有効に低下させるため､ 高 コ レステロ ー ル血症治療の第 一 選択薬
l
とな っ ており､ 心血管イベ ン トの抑制や心疾患篠患率ならびにそれによる死亡率の低減に効果がある
ことが複数の大規模臨床試験により実証されている[4]o ス タチン杜多くの患者には非常に安全性の高
い薬物であるが､ Myalgiaから横紋筋融解症まで多様な筋肉障害の原因となる鎗合がある. この副作用
は､ 2001年にセリバ ス タチン が3年間で52例の横紋筋融解症による死亡例を出したことを理由に市
場から撤退 したため強く帯織されるようになっ た[5]｡ しか しながら､ ス タチンを単独投与 した場合の
ミオパチ - の発症率壮0.1 - 0.5 %､ 横紋筋融解症は0.04- 0.2%と非常に稀である[2]o
ス タチン による筋肉障害の発症メカ ニ ズム は解明されて いないが､ これまでにいく つ かの坂祝が示
されて い る【6]o ひとつ の仮親は コ レステ ロ ー ル合成抑制の結果､ 膜の コ レステ ロ ー ル 含量が低下し流
動性が上昇することによる膜の不安定化で ある[7]o しか しin w
.
tT D細胞寿性実験で､ H M G-CoA還元酵
素よりさらに下流で コ レ ステ ロ ー ル合成を阻害 (ス クア レ ン合成酵素を阻害) しても細胞毒性は認め
られてい ない【8]o もう 一 つ の俵説は､ ミト コ ン ドリア電子伝達系で有用な役割を果たすエ ビキノン の
含量低下である｡ 実際､ スタチン によりミオパ チ - を起こした患者においてミト コ ン ドリアミオパチ
一 に類似した症状(赤色ぼろ繊維や乳酸ア シ ド - シ ス) が薄められている[9-11】o 一 方､ 実験動物 レベ
ルで は筋肉組織中の ユ ビキノ ン含量は低下しておらず､ 障害の認め 口 囲ではミトコ ン
ドリアの障害が認められないためミトコ ン ドリア の障害が原発ではないとも報告されて いる【10, 12】｡
また ､ 細胞周期やアポト ー シ ス の抑制に関わる小分子 G TP結合蛋白質のイソプ レ ニ /I,1ヒが抑制される
こ とが原因なのではない かという俣説もある【8,13,14]o
こ の ように発症メカ ニ ズム は完全な解明には至っ て いないもの の ､ ス タチンによるミオパチ - およ
び横紋筋融解症の発症は用量および血祭中濃度に依存する ことが示されてい る【15,16]｡ 実際に､ ス タ
チ ンによる筋肉障害の発症率がス タチン の血紫中濃度を上昇させる薬物との併用により上昇する こと
が示されている[17]o 例えば､ シン パ スタチンや ロ バ スタチン とシク ロ ス ポリン A､ ミ ベ フラジル ､
ケト コ ナゾ - ル ､ イ トラ コ ナゾ - ル ､ リトナ ビル ､ ア ジス ロ マ イシ ン ､ クラリス ロ マイ シン ､ ネフ ァ
ゾドン とのイ刑利こより 力野O Sids や横紋筋融解症などの筋肉障害例が多く報告されており ､ ス タチン に
よる横紋筋融解症 の60%近くが相互作用によるものであっ たとされて いる【18】｡
井物の薬理*･,性効果発現の個人間差の - 部は遺伝的多型により祝明されて い る｡ スタチン による横
紋筋融解症は常用盈単独投与でも発症しており､ 非常に稀な副作用で あることからこの副作用の感受
性には個人差があるこ とが考えられる｡ しか しながら､ これまでにスタチンによる筋肉障賓の薬理遺
伝学的な報告はなされておらず､ スタチン による筋肉障害の予測に有用な遺伝マ ー カ ー に関しても不
明で ある【19】｡ そこで本研究では､ ス タチン による横紋筋融解症発症の個人間差に関わる遺伝的要因
を明らか にする こ とを目的と して ､ 2 つ の仮鋭に基づき候補遺伝子を選択し､ その 多型の 関与を
case-co ntrolshldyにより検討したo いくつ かの薬物の副作用の原因遺伝子は類似の症状を呈する先天性
疾患と同 一 である場合が知られて いる【20,21】o そこで､ 我々 は横紋筋融解症に関わる遺伝的要因を保
有して い る無症僚性の患者がスタチン暴露により発症するのではないかという倣説をたて ､ 先天性横
紋筋融解症の原因遺伝子から4つ の候補遺伝子を選択した｡ 候補浪伝子と しては代謝性横紋筋融解症
の原因遺伝子から c amib'ne palmitoylhlm lSferasen(CP m), mJtPho sphomda Te&hospho7yla ge, glycogm;
m zLSCle
,
PY GM), vvz7y-longLChain aq)I-CoA dehPngm as e(a cyl<o engJm eA dehJd7Vgenm efa mily, m e mber9,
ACAD9) および Ia ctatedehPTVgen a geA P m) を選択したo 前者2遺伝子は日本人特発性ミオグロ ビ
ン尿症患者に最も多くその欠損が認められており【1】､ 後者2適伝子は近年再勢性横紋筋融解症の原因
と して報告が増加傾向にある【1, 22】｡ さらにスタチ ンによる筋肉障害の発症率が用量および血祭中演
度依存的に増大することから【15,1q､ 我々 は スタチ ンの代謝や膜輸送に関わる遺伝子多型にも注目し
て候補遺伝子 を選択 した｡ その候補適伝子としては､ スタチン の主消失経路に関わることが報告され
て いる遺伝子よりcyto chTt)me P4503A4,(CYP3A4),A m-bind
'
ngca sgete, sub-fa milyBPm M TA P), member
1(A B C2uor W Rl),A m-bind
'
ngc a ssete, s ubfa milyC(Cm 7 W), member2(ABC C2or m 2) および
solute ca m
'
e r oTgm lic anionbltm SPO rterfa m 7
'
ly, m e mberlBlr乱C OIBl, α4ヱP- C,SLC21A6orOAIPIBl)を選
択 した｡ C Yp3 A4はロ バ スダチ ン､ シ ンパ ス タチン , ア トル バス タチン ､ セリバ スタチンの代謝に関
与する【18]o また ､シ ン パ スタチ ンおよびアト/I,}〈ス タチン とジゴキシ ン の相互作用報告があり､ 加 tl
'
加
輸送実験にお いて A B C Blの基質として これらが輸送されるこ とが示されて いる[23,24]｡ さらに､ プ
ラバ ス タチン の体内動態におい て SLC OIBlによる肝臓 - の取り込みと A BC C2 による月旦汁中排壮が
重要な役割を果たしてお n25】､ 肝特異的な分布や腸肝循環な どの プラバ ス タチン に特徴的な体内動
態の原因にな っ て い る｡ またセリバ スタチン[26,27】､ ロ ス バ スタチ ン[28]､ ピタバ スタチン[29,30]､
アト/レ 1ス タチン【31]もSL C O IB lの基質と して輸送されることが示されて いる｡
本研究では､ 先天性横紋筋融解症の原因遺伝子で ある CP n, P YGM A C:A D9,L DLt4(第 - 章) とス
タチ ンの代謝および膜輸送に関与する CYP3A 4,A B CBl,A B C C2,SL C OIBl(第ニ章) につ いて ､ その遺
伝子多型/ 変異とスタチ ンによるミ か1チ - との関連性を case>c onbblsh'中 により検討 したo さらに
ミ か 1チ 一 発症患者の適伝子を詳細に解析することにより新規変異を検出した (第三章).
第 - 率 先天性横紋筋融解症の原因過伝子に関する検討
節 - 節 序文
副作用 の原因遮伝子は類似の症状を呈する先天性疾患の原因適伝子と同 一 である場合が知られて い
るo その
- 例としては､ アミノ グリ コ シ ド系抗生物質による難聴とミトコ ン ドリア遺伝子の ポイ ン ト
ミ ュ ー テ ー シ ョ ン 1555 A>G[21]や､ 薬剤性QT延長症険群における H ER Gの多型[20]､ トラ ニ ラス ト
による高ビリル ビン 血症とCalbert症候群の原因であるU GTIA I T Arepe at数の多型【32]などがあげられ
るo - 方､ 筋弛脚 舶こよる藩性高熱症とリアノジン レセプタ ー の - 塩基変期33]のように薬物に暴館
されて初めて発症する適伝病 (薬剤遺伝病)もあるが､ その原因遺伝子の機能や発現組織から副作用
の症状が矛盾なく鋭明されて いる｡
従 っ て ､ ス タチン による横紋筋融解症の原因遺伝子も先天性横紋筋融解症の原因遺伝子と同 一 であ
る可能性がある｡ その場合ス タチン による横紋筋融解症は通常は筋肉に異常の認められない患者で発
症して いるの で ､ その変異は単独では病態に結びつ かないものでなければならない｡
先天性横紋筋融解症の原因と しては､ 糖およて湖旨質代謝異常, TC A回路系有機酸代謝異常､ ミトコ
ン ドリア病､ 甲状腺機能低下症､ 筋ジス トロ フ ィ ー 等が知られて いる【1, 34】｡ 時勢性横紋筋融解症の
約半数は代謝性であっ たとの報告もあるP5】｡ これ らの適伝子欠損は筋肉 - の速やかなエ ネルギ ー 供
給が出来ない ことが原因で あろうと推測されて いる｡ 中でも糖および脂質代謝に関与する 一 部の酵素
欠損は､ 後発性で通常無症僚性で あるが､ 激しい運動､ ウイルス感鞄､ 絶食などで の発症例が報告さ
れて い る【36 40]o こ の様な弱い表現型を呈する症例が報告されて いる先天性横紋筋融解症原因遺伝子
の中から､ aqyI- Co en勾)m eA dehPTVgen a Tefamily, m e mbeT9(A CA D 9, 托 CA D), camiLin epalmitoJdbltm Sfer w e
II(CPI2), pho spho7yZm e,glwogen,･ m u s cleq'F G M),la cぬ抱dehP7Vgen a ge-AqD m)を候補遺伝子として
選択した. CP mの変異は先天性横紋筋融解症患者に比較的高頻度に検出されており､ PYG Mがそれ
に続いて いる[41]o また ､ β酸化などのミトコ ン ドリア における脂質代謝酵素欠損患者の半数以上が
筋肉障害を呈 し[42】､ 中で もA CA D 9の欠損が後発性の横紋筋融解症の原因の多くを占めていることが
報告されて い る[43]. L D mは日本人で最初にその欠損症が発見されている[22,44]o
ス タチ ン によ る ミオパ チ - の発症メカ ニ ズ ム は ､ コ レ ス テ ロ ー ル 合成経路の律速酵素で ある
H M G-CoA 遭元酵素を阻害することにより､ それより下流の代謝産物の生成速度を低下させることが
原因であると推測されて い8[40,45,46]o 候補遺伝子と して選択したCP mとACW 9はミトコ ン ドリ
アにおけるβ酸化に関与 して いるため､ これらの欠損により機能低下が起こっ た場合､ β酸化の産物
であるアセチル CoA の産生速度が低下すると考えられる｡ アセチル CoA は コ レス テ ロ ー ル合成の出
発物質でもあるため､ ス タチンの 筋肉寿性を増強する可能性が考えられる点で興味深い ｡
なお ､ 候補として選択した適伝子変異の多くがその欠損患者で の報告に留まっ ており ､ 日本人にお
けるL D 旺Å欠損頻度が0.12%とい う報告[47]がある以外､ 頻度は不明である｡ 従っ て SN Pの定義を摘
たさない 1%以下の頻度であるものが多いと推定される｡ しか し､ その影響が強い場合は症例中に変
異を検出できる可能性を想定して解析を行っ た｡
第二節 実験材料および方法
節 - 項 対象鹿者
千薬大学医学部付属病院および関連病院を受診した患者で､ 高 コ レステ ロ ー ル血症のためス タチン
を服用中､ ス ダチン による横紋筋融解症またはそれに発展 しうる筋肉症状が疑われた患者10例を症例
群と した｡ また､ ス タチン を1年以上服用 しても筋肉症状および血清中ク レアチン キナ - ゼ借の上昇
の瓢められない患者26例を対照群と した(TableI-I).
患者からの血液採取に際して は､ 予め研究の 目的､ 方法､ 結果から得られる情報の取り扱い に関し
て 口頭および文章による十分な鋭明を行い書面にて同意を得た. 本研究は千葉大学薬学研究院および
千葉大学医学研究院の倫理委農会の承瓢を得たo
症例群の 筋肉症状は多様であっ た. 10例中 3 例では自覚症状は羅められなか っ たが正常上限債
(45Ⅰ肌) の 8倍以上の顕著なCPKの上昇を示 したo 7例は主と して脱力感､ 筋肉痛などの自覚症状を
経験しており､ うち3例では生化学デ ー タは入手できなか っ たが医師の判断により症例群に含めたo
このうち2例ではプラバ スタチンおよびア トノレ iス タチ ン の両方でミオパ チ - を経験しており､ いず
れもア トル バ ス タチン服用の際､ より重篤な筋肉症状 (起立や歩行が困難な程の筋力低下､ 筋痘撃､
壊れ､ 筋肉痛, 褐色尿) を示 した｡ すべ ての症例におい てス タチ ン服用中止により筋肉症状は消失 し
ており ､ 発症まで の服用期間は1日から44 カ月 (m e an±S.D. - 8±12 カ月) であっ たo 症例群におけ
る併用薬の内訳はプ レ ドニ ゾロ ン (n=3)､ フ ァ モチジン (n -2)､ ア ロ プリノ ー ル ､ ア ス ピリン ､ ジビリ
ダモ ー ル ､ ジラゼプ､ エ ナラプリル ､ ニ カル ジピン ､ アム ロ ジピン ､ プ ロ ブ コ - ル ､ イソ ニ アジ ド､
ニ コ チ ン酸トコ フ ェ ロ ー ル であ っ た (AppendixI).
対照群として1年以上継続 して東タチン を服用 しても筋肉症状の認められない26人を収集した.対
照群患者の平均服用期間は70±34カ月 で､ 症例群における併用薬の内訳はアム ロ ジピン(n4)､ イ ン
ス リ ン(n-3)､ フ ロ セ ミ ド如-2)､ プ レ ド ニ ゾロ ン ､ ニ カル ジピン ､ グリベ ンクラミ ド､ テ モカプリル ､
ジビリダモ ー ル ､ ア ロ プリノ ー ル ､ ア ス ピリン ､ ジラゼプ､ エ ナラプリル ､ プラゾシ ン､ ワル フ ァリ
ン
､ テ オフ イリン ､ メ トトレキサ ー ト､ ラ ニ チジン ､ ピオグリタゾン ､ プ ロブ コ
- ル ､ ニ コ チン酸ト
コ フ ェ ロ ー ルで あっ た(Appendix1)o .
症例､ および対照群患者における併用薬にはス タチンとの併用により横紋筋融解症を発症する可能
性の ある薬物(免疫抑制剤､ フ ィプラ - ト系高月旨血症治療薬､ ニ コ チン酸､ マ ク ロライ ド系抗生物質､
H Ⅳプロ テ ア ー ゼ阻害剤) は含まれて いなかっ た. 年齢､ 性別 ､ 服用 したスタチン の種類および用量
に群間で有意な差は課められなか っ た (TableI-I)o 本研究で収集した症例および対照群患者はすべ て
日本人であっ た｡
Tablei-I De mographic c o mpariso nbetwe enp血 entswi 血and withoutmyopadly
WithnlyOP叫y WldlO utmyOPadly
(n = 10) (n - 26)
Agebears)
Sex(male/fe mde)
N umber ofpa血erltSt陀ated
widleachstab(n)
Pravastah
Atorvastah
Simvas血 n
Do se ofs舶 n(mg/day)
Prav astatin
Ato rv astah
Sim vastah
58 ± 9*
4/6
6* *
3* *
8.3 ± 2.6
8.3 ± 2.9
9.2 ＋ 9.5
58 ±
8/18
19
7.4 ± 2.7
10. ＋ 0.0
5.6 ＋ 3.1
Data are eq)re蹴dasm ean ±S.D. * *Twop血ents w ert陀ated wi dlPraV aStatin whichw asdisco ntin u ed dueto
m u scle co mpldnts a nd 托pla ced wi dl atO rVaStadn, but w asalso disco ntim ed du eto m t &le co mplair[ts. There
w er e n o si如血a ntdi飽rences in the m ea nvalu esfor age, dos es ofstatin s(Ma n nlⅥ1i山野
'
s Utest) and
disbibudon ofse xbetw ee nthepader(tswi dl andwithoutmyopadly(Chi-sqpare a nlysis).
第二項 材料および機器
対象患者の血液からのゲノム D N Aの抽出は､ (樵)エ ス ア ー ル エ ル に委託して Phenol-Ch16FOfo m 抽
出法により行 っ た.o D N Apolymeraseは､ AmpliTaqGold DN A Polymerase(Applied Bio野Ste m S,
'
Foster
,
C A
,
U S A)､ TbKaRaL A TaqT M(Tbkar a,Shiga,Japan)､ R O D-plus･(Toyotn, 蝕aka,Jq)an) を用いたo サ
ー マ
ルサイクラ ー は､ PTC-100T M( J ResearchJNC.,W al也am , M A, US A)､ M 血CyclerT M叩 RBSe arChJNC)､
Gen eAmp2700(Applied Bio野Ste mS) を用いたo 電気泳動装置は Mupid-2(Advan c e.Co,Ld, Tolyo,Japan)
を用いたo ダイ レクトシ ー ク エ ン ス はC EQTM DT CS･QuickStaltKit(BECK M A NCO U LTER,Ful1erto n,
C A
,
U SA) を用 い てサイ ク ル シ ー ク エ ン ス 反応を行い ､ CEQT M 2000 ⅩL DN A An alysis System
(B E C K M ÅN C O ULTE R) に適用して解析を行っ た｡
第三項 解析遺伝子およびその多型/ 変異
先天性横紋筋融解症の原因適伝子か ら4遺伝子 CPT2,A C W 9,L D HA, PY G Mを選択 し(Tablei-2)､
総計106箇所の参型解析を行っ た｡
TableI-2･ Ca ndidategenesof鋤 血 -inducedmyopa血es s el cted 鮎minherited hatxlorrlyOlysis･rehtedgen es
SymboI Ge ne nam e Lo cation Accession D An吋zd kci
C P T2 ca mitjnepa]m L
'
ttylb wfef W eII
A C W 9 aq′lLCo engm 7eAdebdTVgen aSe.ru nib!, m e mbeT9
L D H A klCkzledebdlVge nageA
P YG M phospho7ylaye,gbJC Ogen;m W Cle
1p13や11 N M ∝収)98 21
3q21.3 N M O14049 36
11p15.1･p14 N M 00 5566 7
11q12･q13.2 N M OO5609 42
先天性横紋筋融解症関連遺伝子の多型解析は､ 各々 の適伝子の欠損患者で報告されている既知変異
および多型を対象とした｡
CP T2の過伝子解析はその欠損患者で報告されてい る19座位の既知変異および多型 【39]を対象とし
て行 っ た o 対象と した多型ほ以下 の通 りで ある :149C>A, 338C>T, 370C>T, 452 0,A, 520G>A,
533in sT;del, 641T>C, 680C>T, 907-918ins, 1145 G>A, 1148T>A, 1238-9delAG, 1342T>C, 1436 A>T,
1507C>T
,
1646 G>A
,
1649A>G
,
1657 G>A
,
1810C>T
,
1883A>C
,
1891C>T
P Y G Mの適伝子解析はその欠捜患者で報告されている 41座位の既知変異および多型[48-53]を対象
と して行っ たo 対象と した多型は以下の通りである :lA>C/G, 46G>TT, 74-87del, 148C>T, 159C>G,
255C>A
,
280C>T, 347TゝC,373G>T, 415C>T, 580C>T, 613G>A, 622 G>T, 808C>T, 875 恥C, 1045G>A,
1086 G>A
,
l162in sA;del, 1187T'C, 1463C>A, 1530delG, 1601de仏, 1621G>T, 1628 A>C, 1726C>T,
1768＋1C> A
,
1804C>T
,
1805(> A
,
1963 G>A
,
1979C>A
,
1996C>G
,
2053A>T
,
2056 任,C
,
2059G>C
,
21I1C>T
,
2125-7del,2260delA,2263 C>T,2312 0,A,2385-6delA A,2392｢D C
A W 9の遺伝子解析はその欠損患者で報告されて いる35座位の既知変異および多型P3,54,55]を対
象として行っ たo 対象とした多型は以下の通りである :128 G>A,473C>A, 476A>G,520 & A,553 0,A,
637G>A,552 0,A,728T>G,740A W,779C>T,790A>G,830-832del,842C>A,948T>C,869 G>A,881G>A,
897 G>T, 950T>C,1054 & A,1096C>T, 1097G>A, l141･43del, 1213C>C,1246G>A, 1309A>G, 1322 & A,
1349G>A
,
1358 G>A
,
1360 G>A
,
1367 G>A
,
1375C>T
,
1388 & A
,
1405C>T
,
1406 G>A
,
1505T>C
,
1804C>A
10
L D H A の遺伝子解析はその欠損患者で報告されて いる7廃位の既知変異[221を対象と して行っ たo 対
象と した多型姥以下の通りである :58insC,244 G>C,369-71delT GT,511C>T,638-9delC T,755174deland
985 G>T
第四項 遺伝子解析
多型角抑戸は､ 症例および対照群患者の末梢血より抽出したゲノ ム D N Aを用 いて Appendix 2･4に示
した polymerasechah re acdon-r estricdon hgm e ntle ngthpolymorphis mO'C R-R FLP)法またはダイ レクト
シ ー ク エ ン ス故により行っ た｡
多型領域をAppendix 2に示 した特異的プライ マ ー を用 いて PC Rにより増幅したo PC R反応液の組
成はゲノ ム m A ト2ndpL､ sen sdandsenseprim er20 nM ､ deo xyn u cleoddebiphoq?hate各200nM ､ お
よび TaqPolymeras e またはK O D- plus- plym erase0.02 U!pL､ Mg
2＋
2.5 mM(Taq polymeras e使用時は
MgCl2をK O Dpolymerase使用時はMgSO4を用いた)とし､ polymerase添付10x bu飽rおよび滅菌蒸留
水で総量50pLと して反応を行っ たo PC Rは95･96℃､ 20 60see (変性)､ 弧66℃ ､ 30se c(ア ニ ー リ
ング)､ 68℃または72℃ ､ 15-300sec(伸長) を3540サイクル行っ た(Ap pendix3)｡
PC R- FLP陰による多型解析は､ 反応液総量20pLと して Appendix4に示した方法で PC R産物の切
断を行い ､得られた断片を50ng/h Lの エ チジウム ブロ マイ ドを含む2-5% アガロ - ス ゲル を用い てTB E
緩衝液中で電気泳動を行い ､ 312n m の紫外線照射により検出した｡
ダイ レク トシ ー ク エ ンス による解析は､ 得られた PCR 産物を WIZard@sN Gel and PC R Cle an-Up
Syste m を用 いて精製し､ その約0.1pm oL と Ap pendix 2 に示 した prim er(5pm oL)を用 いて CEQT M
DT C S･Quick StartKitによるサイクル シ ー ク エ ン ス反応を行い ､ CEQTM 2000ⅩLDN A An alysisSyste m
に適用することにより行っ た｡ 得られたシ ー ク エ ン ス の解析は､ GenBankより得た各遺伝子のリフ ァ
レ ン ス シ ー ク エ ン ス と照合する ことにより行っ た｡
第五項 統計解析
症例/ 対照群における統計量の有意差検定は以下の方法で行っ た｡ 年齢およびスタチン服用量の平
均値に つ い て Ma m- W 血野
'
sU-testを､ 男女比につ いてはx
2
検定を行っ た. 症例/ 対照群間のア レル
頻度の差はFisher'sexacttestにより検定した｡ 有意差の判定は P旬 .05 であ っ た場合とした. u ds比お
よび αlds比の 95%信頼区間は以下の式を用いて算出した｡
ad
O dds ノ atio - -
bc
ll
a:case群における危険因子保有者数
b:c on bl群における危険因子保有者数
c: case群における危険因子非保有者数
d:con 如l群における危険因子非保有者数
95%CI- expドn(o R)i1･96 1 1 1 1･ ･ - ＋ . - - ＋ ･ ･ - I＋ -A B C D
CI:Con点den ceinterv al
0 R:Cklds ra点o
A
,
B
,
C
,
D:2x2分布表における各セ ル の借
また､ 各廃位の遺伝子頻度の実測値とア レル頻度から求めた遺伝子頻度の予測値の間で x
2
検澄を行
い ､ 有意差がない ことを確誰することにより Hdrdy- Weihtx5rg 平衡の成立を確落したo
統計角抑テはStatcelforEx c el 200I Macintodl edido n(オ - エ ム エ ス)を用いて行っ たo
第三節 結果
第 - 項 先天性横紋筋融解症原因適伝子の既知変異の解析
症例群 10例で行っ た先天性供紋筋融解症原因適伝子の解析結果を TableI･3 に示 した. AC:A D9 の
128 & Aの変異が検出された以外､ 症例群で A G4上汐のその他の既知変異､ およびPY GML DLL4, CPT2
の既知変異ほ検出されなかっ た｡
1 2
TableI-3 Alle e hque ncies ofinhedted血abdo myolysis-rela血 ge n esin casepadents&e ated wi dl Stahsfor
hypercholesterQlemia
Ge n 8 P. s”. n
G6 n O
(
y
N
P
;
”
::;
enq A11defr叩 - Cy
G 孤 e Po 8id. n
G 飢 O
o<
bv
L
f
b
m
.?;
m Cy ^118 efrcqu 叩
n w/w w/m m/m ll W m n w/w w/m m/皿 n W m
托 W O12S A 10 6 4 0 20 0.800 0.200 c onLL')L bdPon7 1162in BA;血1 10 10 0 0 20 1.0 0 0.000
C4 73A IO IO O O 20 l.000 0.00 PY G M T1B7C 10 10 0 0 20 1.0 00 0.O O
A476G IO IO O O 20 l
.
000 0. 0 0 C1463A 10 10 0 0 20 1.0 00 0.000
G520 A IO 10 0 0 20 1.000 0
,0 0 1530de)lG IO 10 0 0 20 l.0 00 0.000
G 53 A 10 10 0 0 20 1.000 0.000 1601de!l^ 10 10 0 0 20 1.000 0.000
G 637^ 10 1 0 0 0 20 l.000 0.000 O 1 621 T IO IO O O 20 l.000 0. 000
G 55 2 A 10 1 0 0 0 20 l.000 0.000 A1 62 gC 10 10 0 0 20 1.0 0 0. 008
T 728 G 1010 O O 20 l.000 0.000 C1726T 10 10 0 0 20 1,OOO O,000
7^LIO C 10 10 0 0 20 l.0 00 0.OO O G 1768＋lA IO 10 0 0 2 0 l,0 0 0.000
C 79 T 10 10 0 0 20 1.000 0.00 0 C IBO4T IO IO O O 20 1.0 00 0.0 0
^790 G IO10 0 0 2 0 l.000 0
.
000 GIBO5A IO IO O O 2 0 1.000 0,000
830-83 2d d 1010 0 0 20 l.000 0.00 G1963 A IO IO O O 20 l.000 0.000
C糾2 A 10 10 0 0 20 1.000 0.00 0 C19 79A IO10 0 0 20 1.0 00 0.000
T9L!8C 1 0 10 0 0 20l.00 0
.000 C 1996 G IO 10 0 0 20 l.000 0.0 00
G 鮎9^ 10 10 0 0 20 l.000 0.000 A2053 T 10 10 0 0 20 l.000 0.0 00
G 粥I A I O IO O O 20 1.00 0 0.00 G2 056 C IOIO O O 20 1.000 0.000
G 897T 1 0 10 0 0 20 l.00 0 0.00 02 05gC 10 10 0 0 2 0 l.000 0.0 00
T95 0C I O IO O O 20 1.00 0 0.000 C 21 11T IO IO O O 2 0 1.000 0.0 0
G 105Ll ^ 10 10 0 0 20 1.000 0.000 2125-7 del 10 10 0 0 20 1.0 0 0.00
C 1096 T 10 10 0 0 20 1
.
000 0. 0 2260 del^ 10 10 0 0 20 l.0 0 0.0 00
G1097Å 10 10 0 O 20 1.000 0.00 0 C2263T 10 10 0 0 20 1.0 00 0
.
0 0
l141･43d d 10 10 0 0 20 1.000 0.000 G2312 A 10 10 0 0 20 l.000 0.000
O12 13C 10 10 0 0 20 1.0 00 0
,
0 0 23 85･6delAA IO IO O O 20 1.000 0
.000
G l 別6 ^ 10 10 0 () 20 1.000 0.000 T 2392C 10 10 0 0 20 1.000 0.000
A)30 9G 10 10 0 0 201,000 0.00 0 LD JL4 5 &n BC IO IO O O 20 l.00 0.080
0 132 2A 10 10 0 0 20l
,000 0.00 G24 4 C 10 10 0 0 20 1.000 0
.000
O134pÅ 10 10 0 0 20 1.00 0.00 0 369･ 71delTG
r
1 0 10 0 0 20 l.000 0. 00
O135 8 ^ 1010 0 0 2 0 1.000 0.0 0 C 511 T 101O O O 20L l.000 0.00
G 1360 ^ 10 10 0 0 201
.
00 0 0.00 0 63S･9delC T IO IO O O 20 1.000 0.000
0136 7^ 10 1 0 0 0 2O l.0 00 0.00 0 755･74 d d lO I O O O 20 1.000 0,000
C 1375 T IO10 0 0 20 l.0 00 0.0 0 G9B5T I O 10 0 0 20 1.000 0.000
G 13舶A 10 1 0 0 0 20 l.000 0.00 0 C PTII C14 9A 10 1 0 0 0 2()1.000 0. 00
C1405 T 10 10 0 0 20 l.000 0.00O C33 8T 1 0 1 0 0 0 20 1.000 0.000
G 1406A 10 10 0 0 20 1. 000 0.00 C370T I O IO O O 20 1.000 0. 00
T 15 05 C 10 1 0 0 0 20 l. 000 0.000 G 452A IO 1 0 0 0 201.OOO O.000
C柑04A 10 10 0 0 20 1. 000 0.CO O G520A IO IO O O 20 1.000 0. 0
533in sT;de1 1 0 1 0 0 0 20 1.00 0.000PY OM 1^ C/G IO 10 0 0 20 1.000 0.00 0
G46 T T IO I O O O 20 l, 000 0.00 0 T641C I O IO O O 20 1.000 0. 00
74 鵡7de1 10 1 0 0 0 20 l.000 0.00 0 C680 T IO IO O O 20 1.000 0. 0
C148T 10 10 0 0 20 l. 000 0
.
0 0 907-918in s l O IO O O 20 1.000 0. 00
C 159G IO IO O
t
O 20 l. 000 0.00 Gl 145 A I O IO O O 20 l.000 0
.
000
C255 A IO I O O O 20 l.000 0. 0 0 Tl14 8A IO IO O O 2O l.00 0.000
C 2$ OT 10 10 0 0 20 l. 000 0.000 123S･9delA G IO I O O O 20 1.00 0.OOO
T347C IO I O O O 20 l, 000 0.00 0 T1342 C I O IO O O 20 1.00 0.000
0 373 T 10 1 0 0 0 20 1
.
000 0.000 A 14 36 T IO1 0 0 0 20 1.OO O.000
C 415 T 10 10 0 0 20 l.000 0.0 0 C15 07T 1 0 1 0 0 0 2O l.QO O.000
C 58 0T IO 10 0 0 2 0 1.00 0.00 0 G16 46A I O I O O O 20 1.000 0. 00
G 613A IO I O O O 20 1. 000 0.0 0 A1649G 10 10 0 0 20 1.000 0. 000
G 622 T IO 10 0 0 20 l.000 0.00 0 G1657A I O 10 0 0 20 1.000 0. 0
〔苫0 8T IO 10 0 0 20 1.000 0.000 CI BIOT IO 1 0 0 0 201.000 0. 00
T名75 C IO IO O O 20 1.000 0.00 0 A l粥3C IO 10 0 0 20 1.00 0. 000
G104 5A 10 1 0 0 0 20 l. 000 0.0 0 C1 891T IO I O O O 20 1.000 0.000
G IO86A IO IO O O 20 1.0 00 0.00 0
第ニ項 症例群に見 いだされたAC:A D 9,128G>A の頻度解析
症例群にお いて変異の検出された A CA D 9, 128G>A につ いて対照群につ いても解析を行いその頻度
を症例群と比較 したが､ ア レ ル頻度に症例/ 対照間で有意差は認 められなか っ た (0.150 v s0.341,
P-03 43
,
TableI4).
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TableIA Ge notype 肌dallele 鮎qu en cies of ACA D9v mintsin c as eandc onblpadents&ated widlStadnsfor
hyfX:rChole sterolemia
Genotypefrequ ency
(Nu mber)Positio n A min o a¢id Myopathy
; n
＋ 1 0 7 3 0
128 G>A G43D
26 16 8 2
帯 芯蒜蒜蒜 蒜 蒜謁芯蒜器 蒜
叫
Alle efrequ en cydiffer ences w eree xa min ed byFisher
'
s e xact test.
Al1elefrequen cy w
H
ern
d
b
y;,g Fisher
l
s
叩ilib rium
eX a Ct t6St
甲 valu e) (Pv alu e)
2 0 0.8 50 0.150 0.461 0.3 43
5 2 0.769 0.231 0.497
第四衝 考療
究天性横紋筋融解症原因適伝子から選択した､A CA D 9, CPT2,PY GML DLuの4適伝子につ い ては､
発語性横紋筋融解症の既知変異はA W 9
,
128Cb A(V 128 A)以外 ､症例10例中に見いだされなか っ た.
こ の変異は､ 機能低下を伴うア レル に連鎖したセカン ドミ ュ ー テ ー シ ョ ンであり､ それ自体機能に影
響を及ぼさないと考えられて いる[43]. 本研究においても､ A C W 9,128 G>A の症例および対照群の頻
度に差は静められなか っ たことから､ この変異は少なくとも単独ではスタチン によるミオノヾ チ - の感
受性に影響を及ぼさない可能性が考えられた｡
先天性横紋筋融解症は非常に稀な疾患で ､ その変異の殆 どが先天性横紋筋融解症の症例の遺伝子解
析により検出されて いるため - 般の集団における頻度は不明である物が多いが､ その患者数から考え
て本研究で候補適伝子として選択した先天性横紋筋融解症の原因遺伝子の既知変異の頻度は､ 非常に
稀でありSNP(>1%)の基準を満たさないものが多いと考えられるo こ の ような頻度の低い多型の関連
性を ca se a rltrOIstdyで検出するには非常に多くの症例を収集する必要があるo 先天性横紋筋融解症
原因遺伝子の変異がスタチンによる横紋筋融解症の重要な決定要因であっ た鎗合は､ 症例中に変異を
検出できる可能性を考え検討を行っ たがミオパチ - と関連性の ある変異の検出には至らなか っ た｡ 今
回は､ 既知変異のみを対象としたが､ 疾患との関連性 のないイ ントロ ン領域も含めた比較的頻度の 高
い SN 托を対象と したc a 防 CO ntrQIstudyを行うことにより､ 今回選択した候補遺伝子 whole
こごゐスタチ
ン によるミオパチ - - の寄与を推定できる可能性があり､ そこ から連鎖領域を検索するこ とにより原
因sN Pを決定できる可能性もあるため､ 今後検討して いく必要があると考えられた｡
1 4
第五節 小括
先天性横紋筋融解症の原因過伝子からA C W 9,Pア弼 L DfL4, CPT2を候補遺伝子として選択し､ そ
の遺伝子多型および変異とス タチンによるミ かヾチ - との関連性に つ いて検討した｡
1.
2.
ス タチンより ミ か ヾチ - を発症した 10症例における既知変異を検索したところ､ A CALP
における128G>Aが4例にhetem zygote で検出されたo しか し､ その他の ACA D9の既知変
鼎およびP YG M,LD fL4, CfT2の既知変異は検出されなか っ たo
症例群に検出された AC A D9,129G>A につ い て対照群26例につ いても解析を行い ､ そのア
レル頻度を比較したが､ 有意な差ほ薄められなか っ た (脚 343)0
以上 の ことから､ 先天性横紋筋融解症の原因遺伝子から選択した4つ の候補適伝子における既知変
異は､ ス ダチ ンによるミ か ヾチ 一 に共通の要因ではない可能性が示唆されたo
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第二襲 来物動態関連適伝子に関する検討
第一 - 節 序文
ロ バ ス タチン の臨床就験(ExtendedClinicd Eval 血孤 OfLDV aStah:EXC EL)[16]にお いて ､ 筋症状と
10xU L N以上の CK上昇と定洩されたミ*/ヾチ - の頻度は､ 0%(20mg/d, or20mgdid),0.1%(40mg/a),
0.2 %(80mg/a)と用盈依存的に増加することが示されて いるo またセ l)バスタチン単独投与による横紋
筋融解症の発症率も用盈依存的に増加して いたことが報告されている【5]o さらに､ ス タチンによる横
紋筋融解症の頻度は薬物間相互作周により上昇することが知られている｡ F D Aに報告のあ っ たス タチ
ン による横紋筋融解症の 59% でスダチン の代謝に影響を及ぼす薬物との併用が認められており【17]､
併用藤として 壮ミ べ フラジル (16%)､ シク ロ ス ポリン (8%)､ フ ィプラ - ト(13%)､ マ ク ロライ ド(7%)､
ワル フ ァリン (5 %)､ ジゴ卑シ ン (4%)､ アゾ - ル系抗真菌薬(2%) が報告されている｡ 特にセリバ ス
タチンによる横紋筋融解症による死亡例の約半数で併用されていたグム フ ィブロ ジル により､ セリバ
スタチ ン の血紫申沸度がプラセ ボ併用時の約3倍に上昇することが報告されている[56]o
これらの ことから､ 横紋筋融解症のリス クはス タチンの血紫中濃魔の上昇に伴い増大すると考えら
れるo また､ 薬物代謝酵素やトランス ポ ー タ ー の多型も薬物の血中淡度やその薬理脅性効果の個人間
差の原因となるこ とが知られて いる｡ そこで ､ ス ダチンのクリアランス - の寄与が大きい と考えられ
る薬物代謝酵素､ トラ ンス ポ ー タ ー から候補連伝子を選択したo
候補遺伝子として ､ り舶chTDme P450 3A4(CYP3A4). A TP-binding cagsete, s ub-familyB W R/7;W)
m e mbe r1(W CBlor W Rl)､ A m-bind
l
ngca ss ete, sub-familyC(CF77 W )m e mber2(A B CC2or m 2) ､
salute ca m
l
e roTgmic m u
'
ontrm sporterfa mily, m e mberlBlf温C OIBl, OAIP-CStC21A6orOA 肝1Bl)を選
択 した. シンパ ス タチンおよびア ト/レ iス タチンは主に C Y 円A4 により代謝される[18]o また m A4
の強力な阻害剤である 和V プロ テア ー ゼ阻害剤､ エ リス ロ マ イシン ､ アゾ - ル系抗真菌薬はアト)レ ヾ
ス タチン ､ シ ンパ ス タチンの血中濃度を上昇させるがプラバス タチンの体内動態には無影響であるこ
とが報告されて いる【18】｡ さらに ､ シ ンバ ス タチン ､ アトノレ iスタチンは ABCBl の特異的基質である
ジ ゴキシ ン の血凍中濃度を上昇させるが､ プラバ ス タチ ンは無影響で ある【18】｡ またプラバス タチン
の体内動態において SLC OIBl による肝臓 - の取り込みと A B C C2 による月旦汁中排壮が重要な役割を
果た しておりP5]､ 肝特異的な分布や腸肝循環な どの プラバス タチン に特徴的な体内動態の慮因にな
っ て い る｡ ア ト/レ1スタチ ンもSLC OIB lの基質と して輸送される[31】｡ 以上により選択した4つ の薬
物動態関連遺伝子の多型とスタチン によるミオパチ - の関連性をcase- c o n加1shldyにより検討 した.
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第二飾 実験材料および方法
節 - 項 対象愚者
第 - 牽に紀磯した息肴を対象としたo 薬物動態関連遺伝子に関しては､ 各々 の遺伝子 の基質となる
ス タチンで愚者をサブグル ー プ化した場合につ いても解析を行っ たため､ 各サブグル ー プにおける年
齢の 平均､ 性別の構成比につ いて症例/ 対照群間で の有意差検定を行っ たが､ 症例､ 対照群の年齢構
成､ 男女比に有意遵は鰭められなか っ た (Table班-I).
TableI･1 Ⅰ加m ographicco mpa n sonbetweenpadentswi thand wi dlOutrnyOPadly
Wl也 myopa血y Witho utmyopahy
Age S M VorAT V 63 ＋ 5
bears) P RVorAT V 58 ± 6
pR V 5S ＋ 6
5S ± 6
57 ± 10
57 ＋ 11
Sex SM VorAT V 2/4(6) 2/6(8)
m aldfem ale P RYorAT V 3/4(7) 7/15(22)
(total No) p RV 2/4(6) 7/II(18)
Data are e xpres sed as m e an ± S.D. There w ereno si卯姐c antdi飽renc es in dle m ea n V alu esfor age
(Ma m ･ W h叫
'
sUtest)anddisbih血o n ofsexbetween diePa血ents wi tha nd witho ut myopad)y(Chi･squ are
analysis).
第二項 材料および機器
第 一 章に記載した材料および機器を用いた｡
第三項 角抑干適伝子およびその多型
薬物動態関連遺伝子から4遺伝子(CYP3A4, B CBl,A B CBl,A B C2,SW OIBl)を選択 し､ 総計37箇
所の多型解析を行っ た(TableⅡ-2)o
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TableII･2 CandidatB gm eS Ofstah 血du ced myop血ies selected hm st血 ･ metaboli 血g enzymes and
tran p 弛rs
Symbol Gm e na m e Lo 血 Accessiorlm Ana&zd lui
C
yYP3A4
AB C BI
ABCC 2
鼠COIBl
cyt'd 和 meP450.Jfa mjbJ3,s ubfu mib,A･pobiPePLl
'
de4 7q21.1 N M_000927 18
MP･bt
.
nd7
1
ngcassete,sILb-fam 1
'
b,B W W AP), m e mber1 7q21.1 N M O17460 3
MP-billdz
'
ngaassete. AYub-fa m l
'
;yC(CH7 W ), m e mber2 10q24 N M ∝X)392 10
･goluie 6a m
t
e r O Tganic aTljo nhw TWPOTlerfa m l
'
如m e mberlBl 12p12 N M 00 糾鵬 16
C YP3A 4 の多 型 解 析 は c oding 領 域 に 報 告 さ れ て い る 18 座 位 の 多 型
ll＼V＼ に つ い て行っ た｡ 対象とした多型は以下の通りである: 44T W
,
167 G>A
,
352 船 G
,
389抄A
,
485 G>A
,
508G>A, 520 G>C, 554C>G, 566T>C,6641> C, 653C>G, 831insA,
878TbC
,
1088C>T
,
II17C>T
,
1247C>T
,
1334T>C,1399C>T
AB G C2の 槻 解析椎田本人rhbinJohnson 症候群患者で報告のある5座位の変Bu57]および健常
日本人で報昏されて いる5 座位の S NPs[58]につ いて行っ たo 対象とした多型は以下の通りで ある :
1815＋2T>A, 1967＋2T>C, 2439＋21ゝC, 3928 C>T, 4145A>G, 1249 G>A, 2302C>T, 236 C>T, 3972C>T,
4348 & A
SLC OIBlの多型解析は報告のある16座位の non p onymousSNPs[59-61】につ いて行っ た. 対象と
した多塾は以下の通りである: 217℃,C,245T>C,38SA>G,452 A>G,45G>A,463C,A,467A>G,521T>C,
578T>G
,
1007C>G
,
1058T>C
,
1294 A>G
,
13$5A>G
,
1463C> C
,
1964A>G, 2000 A>G
A B CBl の多型解析紘表現型との関連が多く研究されて いる 3 座位の SNPs(1236C>T, 2677 ¢>T/A,
3435 C>T)に睦目して行っ た【62]o
第四項 多型解析
多型解析は第 一 牽に記載 した方法と同様に行っ た｡
なお SL C OIBlの ハ プロ タイプ解析を以下の方法により行っ た｡ ダイ レク トシ ー ク エ ンス の結束､
sL C OIBlの 388 A>G お よび 521T>C の 両方が heterozygote で あ っ た場合 ､ ハ プ ロ タイ プは
stc oIBl*1aP15または*1bP5 の 両方の可能性が考えられるo こ の場合の ハ プ ロ タイプの 判別を
Noz a w aらの報告に従っ て allee>speci鮎 PC R･RFLP法により行っ た[63]o 具体的には､521C(mt)と521T
(vvt)8こ特異的なプライ マ
ー ー を用 い ､ 388A>G と521TゝC を含む1945 bpの領域を増幅したo こ の PC R産
物を用い388 A>G の多型につ いて TaqIによるRF LPを行うことによりハ プロ タイプを決定した. つ ま
り､ 鼠 C OIBl･1ほ たは*15の場合に 臥 各々 wtprim er(*1b)または mtprim er(
*15)で増幅したPCR産
18
物を TaqI処理することにより1875,47,23bp の断片が得られる. - 方､ s w oIBl.1a および*5 の場合
に 札 wtprimer(*1a)または mtpdm er(*5/C増幅したpCR産物の各々 で1875,70 bp の断片が得られる
の で ､ 47bpまたは70bpの断片の生成を検出することにより ハ プロ タイプを決定した｡
521C(wt)プライ マ ー (reverse) の配列は 5LAT AT TA C C C AT G 姐 C A13-､ 521T(mt)の配列(reverse)fま
5しAT A T TA C C C AT G A A C G-3', senseプライ マ ー の酉汐(Jは5しC AT GT G G AT AT ATGT-3-を用いた. 得ら
れた断片混乱 50ng/mL の エ チジウム ブロ マイ ドを含む5 % アガロ - ス ゲル(仙Sieve/SeaKem -I/3)を
用いて簡気泳動を行い ､ 312nm の紫外線照射により検出した｡
第五項 統計解析
静- - 車に紀激した方法と同様に行っ た｡
第三節 結果
節 - 項 CYP3A4
CYP3A4の 18箇所の多型を調べ た結果､ CYP3A 4*18が症例および対照群の各々l例がhete mzy Rote
で検出された (Table Ⅱ-3)a CYP3A4*18の症例 ¢-10)および対照(n -26)群におけるア レル頻度は､
各々0.050, .O19 であっ たo しかし両群のア レル頻度に有意な差は瓢められなかっ たu'-札481)｡ また､
対象をC YP3 A4の基質であるシン パ スタチンおよびアトノL,/iスタチン服用患者に限定して解析を行っ
たが､症例(n輔)および対象(n=8)群のア レル頻度に有意な差は認められなか っ た(P 胡.683)｡ なお､
対照群(n-26) における CYP3A4*18の ア レル頻度o.o19は､ 健常日本人におけア レル頻度o.o13･0.028
と - 致 した【64,65]o
TableIIJ 血10b,rx3 and aRele 血qpemies ofCYP3A 4v ariantsin case and corlb101padetlS b:eated wi dl
starin sforhyrxnholeste mlemia
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第二項 A B CBl脚 1)
2677G>A/T
,
1236C>Tおよび3435C>T につ いて解析した結果をTableII4に示 したo1236C>Tおよび
3435C>Tにおい ては症例および対象群の ア レル頻度に有意な差は認められなか っ たが､267 α1>A の
ア レ/一機 度が症例群で有意に高かっ た(0.250vs0.058, 声0.033)o
次に対象を AB C Blの基質であるシ ンパ スタチンおよびアト/レ iス タチン服用患者に限定して解析
を行っ たところ､ 同様の結鼎が得られ､ 対象全体で解析した場合よりも低い危険率が得られた(0.250
v s0.00,P 租024)o
プラバ ス タチンによるミかノ1チ - とこの変異の関連性を調 べ るため､ プラバ スタチン服用患者(症例
n -6/ 対照 n=19) とプラバ ス タチン服用患者からさらにプラバ スタチン ､ アトノレ iスタチンの両方で
ミ か ヾチ - を起こした廠肴を除いた場合 (症例n 勾/ 対照n-18) につ い て解析した｡ その結果､ どち
らのサブグル ー プにおい ても 2677 帥 Aの頻度に関して症例および対照群で有意な差が静められな
か っ た (0･250v sO･079, 脚 .141and 0.125vs0.083, 脚 .566,respe cdvely)o 対照群におけるア レル頻度は､
健常田本人で報督されて いる頻度とほぼ - 致したが､ 2677A の ア レル頻度は健常日本人で報告されて
いる頻度(o.15･0.22)[62]より低い傾向が認められた｡
第三項 A B C C2P4 W 2)
健常日本人で報告されてい る5座位のSN Psおよび日本人rhbinJQlmson症候群患者で報告されて い
る5廃位の変異につ いて検討したところ､ 健常日本人で報告されて い る1249G>A および3972C>Tが
検出された｡ しか しながら､ いずれのS Np においても症例/ 対照群間でア レル頻度に有意な差は認め
られなか っ た (0.150vs0.154,P g.640a nd 0.300v s0.23l,P-373,reqpctively,TableⅡ-5). また､ 基質であ
るプラバ ス タチンで対象をサブグル ー プ化して解析した場合においても同様であっ た (0.250vs0.132,
P-0.287and 0.160vs0.237
,
P 朝.472
,
respe ctiv ely). 対照群における1249& Aおよび3972C>T のア レル頻
度は､ 健常日本人で報告されて いる頻度 (0.125および 0.219)【58】と近い値が得られた｡
2 0
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TableII-5 Ge n o紳 and Alle ekeqL拡n Cies ofAB CC2 S NPsinc ase andc or[blOIpaherltS 加 ated wi hsta血 sfor
hypercholesterolemia
Gen otypefrequency
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第四項 SL C OIBIPATP- C)
症例騨にお いて ､ 鼠 C OIBlのアミノ酸置換を伴う 16箇所の既知 sN Ps を調べ た結果､ 388A'G,
521T>C,1007C>Gの変異が検出され､その他13箇所のSN Psは全て wi 1dbTpeであっ たo症例(n-10)お
よび対象(n苧26)群間のア レル頻度を比較したところ､ いずれの SNPs におい ても有意な差は認められ
なかっ た (P 租182,P 租068孤d P d･278,re甲 血 vely, TableII-6)｡ しか し柳ミら､ 対象をSLCOIBlの基
質【31】で あるプラバ ス タチンおよびア ト/レ ヾス タチン版用患者に限定して解析したとこ ろ､5211ゝC の
症例群におけるア レル頻度(n芯7, 0,659)が対照群(n =22, 0.130) に比較して高い ことが明らかとなっ
た (P g.017,TableII塙)｡
Tabl¢ⅠI-6 Geno紳 and Alle¢ 触qpenciesof SL C OIBIS NPsin cas e a ndco血 り1p血entstre ated wi ths ahs
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521TゝCは388 A>G と連鎖して いるため､ 521T>C のみを含むSL COIBl*5と388 A>G と521T>C の
両方を含む*15の2 つ の ハ プロ タイプを生 じるo そこで ､ ハ プ ロ タイプ解析を行い ､ 521T>C の属する
ハ ブロ タイプを決定した｡ その結果､ 本研究における症例および対照群のすべ ての 521℃,C を含む ハ
プ ロ タイプは SL G OIBl'15 であることが明らかとな っ た (TableII･7, II-8)｡ また､ 症例群の .*15 を
hom o zygote で有する 1例にお いて 107C>G がheterozy gote で検出されたことから､ 1007Gと*15.が連
鎖した新規の ハ ブロタイプを heterozy gote で保有することが明らかとなっ たo こ の新規の ハ ブロ タイ
プの機能は*15とほぼ同等であるため[31】､ *15に含めて頻度解析を行っ たところ､
*15の ハ プロタイ
プ頻度はプラバ スタチンまたはア トル バ ス タチン を服用 した症例群 (n-14)で対照群(n4 4)に比較
して有意に轟い こ とが明らかとなっ た(0.429v sO.114, 声 ;0.017)o
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Table 臥7 mplotype 軸 飢6ies of 鼠COIBl in cas e and ∝ 肋 Ipadents b'eated wi thstabs for
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次に ､ プラバ スタチ ンおよびアトJV/iスタチン服用患者においてSL C OIBl*15を1 アレル以上有す
る患者の頻度を比較したところ､ 症例群における SL COIBl*15の保持率(71.4%)は対照群(18.2%)に比
較して有意に高かっ た(P輔 .0164,Fig.II-I)a u ds 比はIl.3(95%Co nBden ceinte rval
-l･58- 803)であっ
た｡
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第四節 考察
SL C OIBl*15 とプラバ ス タチンおよびア トル バ ス タチンによるミオノ1チ - との関連性が本研究によ
り明らかとなっ たo SL COIBl*15 保有者がこれらの ス タチンによりミオパチ - を起こす危険性は*15
非保有者に比較してIl.3倍大きいと推定された (casep-7;c 血 l,n -22;P=0.O16, O R-ll.3,95 % CI-I.58
- 803) ことから､ SL C OIBl*15がこれらのス タチンによるミオパチ - の大きな危険因子の 一 つ である
ことが明らかとなっ たo
sLC OIBlは肝臓特異的な有機ア ニ オン トラン スポ ー タ ー であり､ プラバ スタチン ､タウロ コ - ル酸､
ロイ コ トリ エ ン ､ メ トトレキサ ー ト､ エ ス トラジオ ー ル17βダルク ロ ニ ド､ エ ス トロ ン硫酸､ プ占ス
タ グラン ジン E2等の様々 な内因性および外囲性基質の血液中から肝細胞内 - の輸送に重要な役割を
果た して いる【66]｡
521 下七Ⅳ174A)を含む 鼠C OIBlの ハ プロ タイプには 388 A>G と 52 n >C を同時に含む
*15と
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388 A>G を含まない*5 が存在するo 日本人およびフ ィ ンラ ン ド人においては*15が多く検出されるが
【59,63,67】､ ドイツ人および 軌伽fX)恥 American において はN130D変異を伴わない ･5が多く検出され
て い る【60,6弘 本研究においても*5は検出されず､ 日本人における報告と 一 致したo SL C OIBlは12
回膜質通型の トラン ス ポ - タ - で､ N130Dおよび V174Aほ各々 ､ 細胞外ル ー プ領域および第4膜質
通領域に存在して い る. SLC OIBl の機能 ドメイ ン に関して は報告がないが､ SLG OIBl･5 を含む
SLC OIBlの膜欝滴領域に存在する多型および変異は､ エ ス トロ ン硫酸､ エ ス トラジオ ー ル の輸送能
を極端に低下きせる【60]o これはタン パクの形質膜 - の ソ ー テ ィ ン グ異常により形質膜上での発現量
が低下して いるためであることが示されている【60]. また Em には影響がない ことから､ この領域は
基質練織領域ではない可能性が考えられる【60]o SLC OIBl*15の輸送能に関しては不明であっ たが､
廠近プラバ スタチンおよびアト/i,}1ス ダチンの輸送能Ⅳmax)がリフ ァ レン スタイプである*1a の 1/4
- i/5tこ低下することが示された【31]｡
きらに 鼠C OIBl*15はin viv oにおいてもプラバ スタチン の体内動態に大きな影響を及ぼすことが､
日本人【59】およびフィ ンラン ド人【67】において示されてい る｡ 健常日本人におけるプラバス タチン の腎
外クリアラン ス は､ 日本人で鹿も頻度の商い ハ プロタイプであるSL C OIBl*1bの hom ozy gote(n司)に比
較しSL COIBl*15j*15(n=l)で87%､ SL C OIBl*1bybB15軒4)で約50 %低い ことが示されて いる[59]o フィ
ンラ ン ド人においても､ その A U CがSL G OIBl*15 の heterozy gote(n司)で非保有者の l.9備に上昇する
ことが示されて いる｡
またプラバ ス タチン の筋肉移行性は少なくとも実験動物におい ては血祭中濃度に比例して線形的に
増加することが示されて いる【69]ことから､StC OIBl*15保有者ではプラバス タチン の血衆中波度のみ
ならず筋肉雑俄におけるプラバ ス タチンの暴露畳もSL COIBl*15非保有者に比較 して増大して いると
考えられ､ この ことが原因となっ てプラバ ス タチンによるミ か ヾチ 一 に対する感受性が増大して いる
可能性が推療された｡
一 方､ sL C OIBl*15がア トル バ スタチン の体内動態に及ぼす影響につ い ては報告がない が､ 最近
鼠C OIBl- 過性発現細胞におけるアト/i,/ミスタチン の膜透過クリアランスもプラバ ス タチンと同様､
*1a の l/2以下に低下して い ることが示されて いる【31]. また､ その報告の中でシ ン パ ス タチンは
sLC O IBl の基質と しては輸送されないことが示されて いる｡ シ ンパス タチンは脂溶性が高いため､
受動拡散により十分速やかに細胞膜を通過すると考えられる｡ 従 っ て ､ 本研究において ､ プラバ スタ
チンおよびア ト.)レ ヾス タチン によるミ*/ヾチ
- とSLG OIBl*15の関連性が認められたことと合わせて
考えると､StC OIBlの多型はア ト/I,/1スタチン の体内動態にも少なからず影響を及ぼして いる可能性
が推察された. また､ 本研究における症例群の 2例はプラバス タチンとア ト/レ ミス タチン の両方でミ
オパチ - を経験 しており､ そ の2症例がSLC OIBl*15の保有者であっ たことからも､ St COIBl
*15が
プラバ ス タチンとア トノレ ヾスタチ ンによるミオノヾ チ 一 に共通の遺伝要因である可能性が推察される｡
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鼠C OIBla)521 取Cは日本人【59,63]､ フィ ンラン ド人【67]､ ドイツ人【68】､ European ･Jh erican[60]に
共通して比較的商い頻度で羅められる S NP であるが (各々 の人種におけるア レル頻度ほ､ 0.lli).16､
0･14､ 0･15､ 0･14)､ ハ ブ p タイプは人種間で異なっ ており､ 日本人､ フィンラン ド人では*J∫が主要な
ハ プ ロタイプであるの に対し(ハ プロタイプ傾度は各 叫 10･0･15および0.18)[59,63,67】､ ドイツ人､
Etu npea n- America nにおいて は*5(ハ プロタイプ頻度は各JW .15および0.14)[60,68]が報告されている.
ドイ ツ人で *5を保有する個体でプラバ ス タチン のクリアランス が非保有者の約l/=こ低下することが
示されていることから､ Ca u¢asianにおいては*5が*15と同様にプラバスタチンおよびア ト/レ1ス タチ
ン によるミ か ヾチ - の危険因子となる可能性があると考えられたo
A B CIBlにおける 2677G>A のア レル頻度がシ ンパ ス ダチンまたはア トルバ スタチン服用患者の症例
群で有意に高かっ たことから､ この多型もシ ンパ ス タチンまたはア ト/レiスタチンによるミ か ヾチ 一
に何らかの彫響を及ぼしている可能性が示唆された｡ しか し､ A B CBlの 2677G>A の輸送活性に及ぼ
す影響につ いては3435 G>T との連鎖の有無に関わらず輸送能に影響を及ぼさない ことがLL C_P Kl細
胞を馴 ､た変異導入 A B C Bl安定発現系で4種類の基質の輸送実験により示されて いる[70]o
2677G>A は細胞内ドメイ ンに近接した第10膜貫通 ドメイ ン (M S DIO)上の 893番目の Alaから1 加
- の置換を伴うSN P である【71]. この領域は A BC B lの基質欝織に重要と考えられる領域[71,72]で ､
M SD IO上の Pro866をJua に置換することにより､ ビンプラス チンに対する抵抗性は変化しないが コ
ル ヒチン等 - の抵抗性およびトラン スポ ー ト活性が消失することが報告されて いる【72]. A893Tが細
胞内に画して いた鎗合､ サイトゾル中の キナ - ゼによるリン酸化をを受け､ 活性が変動する可能性も
考えられる｡ 実際､ A B C Blはプロテイ ンキナ - ゼ C によりリ ン酸化を受けて活性化されて いること
を示唆する報督もある【73】｡
M D Rlの gen obTPei)hen ob,pe の関連性につ いて は､ 基質輸送能､ MDRl の発現量 ､ 他の遺伝子との連
鎖､ 基質の体内動態､ 薬物の治療効果､ 疾病との関連性などにつ いて多くの報告があるが､ 一 致した
知見が得られておらず混沌としている[65]o ミオパチ ー との関連の示唆された2677Aの ア レル頻度は
日本人にお いては9-22%と比較的高い頻度で認められるが､ コ - カシア ンにおいて は2-10%と比較的
稀な SN P である【62]o そのためか､ 2677& A の影響を2677G>T と合わせて
- つ の変異として評価し
た報告が多いが､ 最近韓国人において ､ 2677Aのho m ozygoteでは2677Gの ho mozy gote に比較して フ
ユ キソフ エ ナジン の血膿申渡度が17%低く､2677Tの homozygoteでは47%高か っ た ことが報告されて
いる【74]o こ の結果が シ ンパ ス タチンやア ト′レ iス タチ ンにもあてはまる場合､ 今回検出された関連
性は血凍浪度の上昇では鋭明できない o - 方､ メカ ニ ズムは不明であるもの の ､ A BC B lを発現してい
る細胞 の方が発現して いない細胞に比較して ロ バス タチンによるアポト ー シス に対する感受性が高い
という報告があることから､ 単純に血中溝度や細胞内濃度ではなくメカ ニ ズム に A BC B lの多型が影
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轡を及ぼして いる可能性も考えられた[75い ､ずれにしても､ 今回の得られた結果は少数例での結果
であり ､ 偶然限 っ た関連性を検出した可能性もあるため､ 今後多数の症例を収集して確認する必要が
ある｡
また､ 今回は対象としなかっ たが､ M D Rl上流領域の多型がその発現畳に大きな影響を及ぼしてい
ることが澱近示された【76]o この多型はこれまで の報告の中で最も影響が大きい ことが示されている
ため ､ 今後検糾する必要があると考えられるo
なお本研究における対象群鹿宥の2677 払A頻度が日本人で報告されて いる頻度[62]よりも低値を示
した原因揺不明であるが､ 徽近､ A B C B lが コ レス テ ロ ー ル の形質膜か ら細包内膜 - の輸送に関わっ
て いる可敵性も示唆きれてきて いるため【77-80】､ この SN Pが高コ レス テ ロ ー ル血症に関連している可
能性も推轟きれたo
ABt r 2およびCYP3A 4 の多型とスタチンによるミ*/ヾチ - の関連性は検出することができなかっ た｡
廠近､ 健常フ ィ ンラン ド人においてプラバ スタチン の血中浪度の南淡度側逸脱例と非逸脱例の間で
A BC C2の SNPのア レル頻度を比較したところ､ 逸脱例に多い SN Pは認められなかっ たと報告されて
いる[67】o この ことカ､ら､ 健常人に検出されるような頻度の高い多型は少なくともプラバス タチン の
血 中淡度に娃影響を及ぼさない 可能性が推療され た o 一 方 ､ ABC C2欠損ラ ッ トで ある Eisai
Hypcrbilirubin emicRBt(E H B R)はS Dラッ トに比較してプラバ ス タチン による横紋筋融解症に高感受悼
であり ､ これは A BC C 2の欠挽によりプラバ スタチン の月旦汁中封柵が遅延し､ 血中濃度が上昇するた
めであることが示されて いる【81]o m bh･Jolmso n症候群(ⅣS)はA BCC 2の遺伝的欠損のため起こる
高ビリル ビン血症で あるが､ 日本人にお いても30万人に1人の割合でDJS患者が存在すると推定され
て い る【82]o DJS患者に検出されて い る変異は頻度が低く本研究におい ては検出されなか っ たが､
A BC C2 はヒ トにおいてもプラバ ス タチン の月旦汁中封柵 に重要な役割を果たしていることやEI岱Rに
おける結果 を合わせて考えると､ A BC C2の機能低下を伴う多型保有者はプラバス タチンによるミオ
パチ 一 に感受性が高い可能性があると考えられる｡ また､ 健常日本人でのア レル頻度が 1%と報告さ
れて いるS NP である2302C>T,2366C>T,4348 & Aにつ いて本研究でも検討したが検出されなかっ たo
しか し､ これらはA BC C2の nu cleoddebind ingdo main 即B D) に存在しておりアミノ酸の極性変化を伴
うため､ 大きな機能低下を伴う可静性がある｡ 従 っ て､ 今後も症例数を増やして続けて検討する必要
が有ると考えられた｡
c yp3A 4に関しては coding 領域の 18 種の多型につ いて検討したが､ ス タチン によるミオパチ
- と
の関連性は見いだせなか っ た｡ C YP3A 4の見かけの固有クリア ラン ス には35-50倍の個人差があるこ
とが報告されており､ その 66-98 %は遺伝的要因によるもので ある可能性が示唆されて いる【83,84]o ス
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ダチンによるミ か 呼 - は C YP3 A4と相互作用がある薬物の併用で多く報告されてい る【18]ことから､
C Y P3 A 4の敵性低fを伴う遺伝多型もミ*/呼 - の原因となり得る0 日本人におい ては coding領域に､
*6･ *11･ *16･ *18が検出されており ､ *11は発現盈の低下､ *6は代謝活性の低下を伴うことが報告され
て いるが ､ そのア レル頻度は*11で0･002､ *6 で0.001と非常に低い[64,65,84,85]o この こ とが原因で
関連性を検出できなかっ た可酸性が考えられる｡ 今回は角噺 の対象とはしなか っ たが､ C YP3A4のプ
ロ モ ー タ185挿よぴ エ ン ハ ン サ ー【86傾城の多数 C YP3A4の発現魔の調節に関与する P X R【87-89】,
V D R[90】､ G叩l,92】, GR[93,94]等の適伝子多型は全て C YP3A4の 固有クリアラン ス の個人差の原因
となる可能性があるo しか し､ C YP3A4プロ 号 一 夕 - および エ ン ハ ン サ ー 領域の多型は日本人では検
出きれて い ないo P X Rの 多型頻度は0.2% であるo また白人においてP X Rの発現畳とC Y P3A 4の発現
盈の間に良好な相関関係があることが示されている【89]が､ VDR, G H, G Rの多型とin viv oにおける
C YP3 Å4の発現盈との直接の相関関係は現在の ところ不明であるo C Y P3 A4の発現畳ならびに代謝活
性の個人差を決定づける漉伝要因の解明が待たれるo
本研究におい て､ 鼠 C OIBl*15がプラバス タチンおよびア ト/レ ヾスタチンによるミ か 1チ - の危険
因子の .--- 一 つ である ことが明らかとなっ たQ スタチ ンは高月旨血症治療の第 一 選択薬となっ ている. さら
に ､ 日本における心疾鹿､ 脳血管疾患による死亡率が全体の 30 %を占めて いることからも非常に多く
の高脂血症感者がスタチン を月艮用 して いることが想像できる｡ このように日常的に使用されて いるが
致死的な副作用を起こすことがある薬物をより安全に使用するための手段の 一 つ として､ 遺伝子診断
による副作用の予測は有用であると考えられる｡ プラバス タチンおよびア ト)V/iス タチンによるミオ
パ チ - の予測を目的とした適伝子診断を考えた場合､ St C OIBl*15のタイ ピン グを行うこと壮有用で
あると考えられるo しか し､ 日本人においては4人にl人がこの ハ プロ タイプ保有者である - 方､ ス
タチンによる筋肉障害の発症率は自覚症状のみの軽症の場合においても5% (20人に1人)と報告さ
れて いる｡ 従 っ て ､ St C OIBl*15のみで診断した場合､ 実際には副作用を起こさない患者まで本来安
全性の高い水溶性スタチン による治療から除外 して しまうことになる｡ この ことか ら､ プラバ スタチ
ンおよびア トル バ スタチン によるミオパチ - の発症にはさらに付加的な要因が重なっ ていることが推
鞠される｡ 付加的な要因には併用薬との相互作用なども含まれると考えられるが+ 遺伝的要因も関与
して いる可能性があるため､ 今後明らかに していく必要がある｡
また本研究で は､ シ ンパ ス タチン ､ ア トノレ 1ス タチン ､ プラバ ス タチン服用患者を対象としたが､
ピタバ ス タチン[29,30]､ ロ ス バ スタチン[28]､ セリバス タチン[26]もSLC OIBlの基質となることが報
告されて いる｡ 特にピタバ スタチン は体内で殆 ど代謝を受けず､ 腸肝循環を繰り返す特徴を有してお
り ､ その肝臓 - の取り込みの約90%はSL C OIBl で説明 きると推定されているP9,30]｡ 従 っ て ､ こ
れらの スタチ ンによるミオパチ - の発症にもSL C OIBl*15が関与している可能性があるため､ 注意す
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る必粟があると考えられたo
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第五節 小暗
スダチンによるミ*/ヾチ - と薬物動態関連適伝子の多型との関連性を明らかにする目的で ､ ス タチ
ン の クリア ラン ス にお いて主要な役割をほたして い る CYP3A4､ AB CBl､ ABCC2､ SL C OIBlを候補遺
伝子として選択し､ そ の多型とスタチンによるミ か サ ー との関連性につ いて case>c onblQI study を行
い
､ 以下の結果を得た｡
I. CYP3A4の 各型とミ か ヾチ･- との関連性は検出されなか っ たo
2
.
3.
4.
ABCB12677 G>A のア レル頻度はシン パス タチンおよびア ト/レ 1スタチン によるミオ′ヾチ
- の症例群如輔 ,0333)で対照群(n =8,0.000)に比較して有意に高か っ た U'旬 .024)o
A B CC12 の多型とミ か 1チ - との関連性は検出されなかっ たo
LWJC OIBl*15 の頻度ほプラバ スタチンおよびア トル バ スタチン によるミオパチ - の症例群
(n=7, 0.429)で対照群(n-22,0.114)に比較して有意に高かっ た 伽 .o17). また､ 1ア レル以上
の *15保有率から求めたCklds比はI13伊朝 .0164,95 % CI:I.58･ 803)であっ た.
以上の結果から､ A B CB1 2677 G>A 多型はシン パス タチンおよびア トノt,}1スタチン によるミオパ チ
- の発症に何らかの影響を及ぼ して いる可能性が示唆されたo また､ 鼠C OIBl*15はプラバ スタチン
およびア トル バ スタチンによるミ か ヾチ - の危険因子の 一 つ である可能性が強く示唆されたo
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第三馨 プラバス タチンによりミ か ヾチ - を起こ した - -症例におけるSL C OIBlの 柵 変異
節, ･- ･節 '序文
SL C OIB l(O A 押-C) は様々 な内因性および外因性有機ア ニ オン の肝取り込みに重要な役割を果た
して いる[
1
95】o また､ SLC OIBlの膜質通領域に存在する多型の - つ であるSLC OIBl*15は､ プラバ ス
タチン の全身クリアラン スを低下させることが報告されている【59,67]o 第二牽で ､ SL COIBl*15の保
有者がプラバ ス タチンまたはア トル バ ス タチンでミ か 1チ - を起こした症例中に多い ことが明らかと
なっ たo また ､ SLC OIB 卜--i&J性発現 HE K293細包におけるプラバ ス タチンおよびア ト/レ ヾス タチン
の月 クリアランス は､ そのリフ ァ レンスタイプである*1aに比較して*15 で著しくて以下している
こ とが示されて いる【31】o ニれらの ことから､ SL C OIBl*15保有者はプラバス タチンおよびア トJt'/ヾス
タチン の血紫申渡度が*15 非保有都こ比敬して商いため､ 筋肉におけるス タチン暴露畳も非保有者に
比較して増大しており､ これにより筋肉障審に対する感受性が高くなっ ている可能性が示唆される｡
しか しながら ､ 本研究では これ らの ス タチン で ミオパ チ - を発症 した患者 の 7 例中 2 例は
SLC OIBl*15および機能低下を伴う既知変異を保有 して いなか っ たo そこで我々 は､ こ の 2症例の
SL C OI Blの金 工 中ソンおよび ユ キソン - イ ン トロ ン結合部位の シ ー ク エ ン ス を行い ､ その1症例から
ユ キソン 12に存在する新規の変異を検出した｡
第二節 実験材料および方汝
第 - 項 ゲノ ム DN A就料
プラバ ス タチン またはア トル バ スタチ ンによりミオパチ - を発症した患者でStC OIBl*15が検出さ
れなか っ た2症例の末梢血ゲノ ム D N Aを用 いたo また健常日本人ボランテ ィア50人より得たゲノム
D N Aを用 いて ､ ミ か チヾ 一 息者l症例より検出された新規変異の ア レル頻度を検討 したo いずれの場
合も実験の 目的､ 方払､ 結果から得られる情報の取り扱い等につ いて 口頭および文章による説明を行
い
､ 同意を得たo また本研究は千葉大学薬学研究院倫理委員会の承瓢を得た｡
第二項 材料および機器
対象患者の血液からのゲノ ム D N Aの抽出は､(樵)エ スア ー ル エ ル に委託 して Phenol･Chlorofor m 抽
出法により行っ た.. D N Apolymeraseは､ AmpliTaqGold D N A Polymerase(AppliedBio野Ste mS,Foster, C A,
31
U SA)､ TaKaRaL A TaqT M 紬kara,Shiga,Japan)､ R O D-plus･(Toyobo, Osaka,Japan) を用いた｡ サ ー マ
ルサイタラ - 札 PTC-100T M岬 RBSearCh,N C･,Whltha m,MA, US A)､ 胤 CyclerT M(M Research,rNC)､
Gm eAmp2700(Apphed Bio野 地 場)&刷 ､たo 翫 泳動装贋は Mupid-2(A dv ance.Co,叫 Tolyo,Japa n)を
剛 ＼たo ダイ レクトシ - ク エ ン ス はCEQT M DTC S-Quick StartKi岬 EC K M A N C O U LTER,Fdlerton,C A,
U S A)を刷 ＼てサイク ルシ ー ク エ ンス 反応を行い ､ C EQT M 2000 ⅩL D N A AnalysisSystem(B E C K M A N
C O U LTE R)に適周して解析を行っ た｡ pC R魔物の糟瓢こほ WIZaFd⑧sN Geland PCR Clean- UpSystem
(PrD m egacarp., Madiso n, WもUSA)を用い たo
節三項 激転子解析
プラバ ス タチンまた杜ア ト)I,/ヾス タチンで ミ か 1チ - を発症した2 症例のゲノム DN Aを用いて全
エ 中ソ ンおよび エ 中ソン - イ ン トロ ン結合部位の シ ー ク エ ン スを行っ た. PCRおよびダイ レクトシ ー
ク エ ン ス に用 いたプライマ ー はTableIIト1に示したo
TableI払lに示 した特異的プライマ ー を用い て､ エ 中ソン - イ ン トロ ン結合部位をふくむ各ユ キソン
をPC Rにより増幅したo PC R反応液の組成杜ゲノ ムr)N A l･2ng/pL､ sense/arI也senseprim er200nM､
deoxynucle oddetdphosph触 各200nM ､ ROD -plu針 POlyme mse0.02 U/pL､ MgS Oq2.5 mM と し､ lox
R O D-plus- buWerと滅菌蒸留水で総盈50pLと して反応を行っ たo PC Rほ96℃､ 20sec(変R)､ 57℃
(3サイ クル鯨に- 2℃ を2回行い ､ その後51℃で26サイクル行っ た)､ 30sec(ア ニ ー リン グ)､ 68℃､
25see (伸長)を計35サイク ル行い､ 最後に68℃で 2分反応を行い伸長反応を完結させた.
ダイ レク トシ ー ク エ ン スは ､得られたPC R産物を WIZard@sN Gel 肌d PC R Clean･UpSystem を用いて
精製し､ C EQT M D TCS･QLdck Start Kitを用いてサイクル シ ー ク エ ンス反応を行い ､ CEQT M 20 00 ⅩL
D N A AnalysisSystem に適用することにより行っ た｡ 得られたシ ー ク エ ン ス結果の解析ほ､ Ge nB狐kよ
り得たSL C OIBlのリフ ァ レ ンス シ ー ク エ ン ス 即T_000042.9)と照合するこ とにより行 っ た.
TableIⅡ-I. Prim er sequ en ce s ued forthe an alysis ofSL C OIBl
Note
E3 O n For w ard Prim er(5- ゥ31) Rev ersePrim er(5
.
一らり
2 C AT T G A C C T A G C A G A G T G G Tj u CG
3 G A A A T G A T G CT T T A T C A G T G TA G T G A
4 C ÅrC T C C ÅrTT T T C T T C ÅrT C C A
C ÅrT O T C TrT G A G G G A A G G C A C T
5 Gl ÅC T C T G G T ÅA T T TGOG G A A G A
C G T G AT C A AT C C A A A A C C A A A G A G P C Ra ndsequen a
C CT G TC A Y T AT G A CAA C C A C P C Randsequence
G T A C A C A C T TAGTG G G TATCTTC P C Ra ndsequen ce
Sequen Ce
C T G T G TT G T T A A T G G G C G A A C T P C Randsequ ence
32
G T A G T CT G(音TA AT T T 岱G G G AAGA
6-7 G G A C TA AC A C CATAT 岱TC A ÅA G
6 T GTAA T AG A A AT G Cl浪AÅA T
7 T C C C T
r
rrGTC T A CTT T G ÅA
8 C CTA G A C ÅG TATCTGTTGCA T T ÅTG T C A
9 T G T A A A GT C CC A G(i A
y
fA A C C
10TTG Al
'
AGGTCIC A G C A A A CC C
i1 CTCTG C T
′
nlC A C TTTA CTT C
12 G TC C ÅÅA A G A 岱TAT CTTGCTC T G C
T(:rT ATT GCA C7C A CTG T TA G 岱
SequenCe
G CT G G A TT T T A T AT T T AT T C T G ÅrT P CR 孤dsequ 孤 Ce
CT T C C A C T T G TT År O T G C TCA A O Å
C A G A G C AA T AGT G ACATCA C A A G T
C A A CC T AT GT G C TTCTC r rTA G
C C T GATTGTG C C CT A A G C A G A C
G A G C C TTG A G A G T T C A T A G T A
SCquCn Ce
Sequen Ce
P C Rmdsequenc e
PC Randseqpen ce
P C Rmdseqtle nCe
P C Randsequence
P C Randsequence
Sequen Ce
第三節 緒親
節--.噸 プラバ スタチ ンまたはア ト/i//ヾスタチ ンで ミオパ チ - を起こした症例における St COIBl
漉伝子の解析
プラバス タチン またほア トル バ ス タチンでミ か 1チ - を起こ した2 症例の SL C OIBl過伝子の全 ユ
キソンおよぴ エ 卑ソン - イントロ ン結合部位のシ ー ク エ ンス を行っ たところ､ プラバ ス タチンでミオ
パ チ - を起こ したl症例にお い て新規変異がheterozy gote で検出されたo
新規変異揺 ユ キソン 12における1528番目の Gl 孤血e から Ade nine - の 一 塩基置換であっ たo タン
パ ク レ ベ ル では第 10膜質通領域で 543番目の Leu から Trp - のア ミノ酸置換を伴うものであっ た
畔ig.ⅠⅠⅠ-I)a
3
W ildtype Va ria nt
(s e n s e) (s e n s e)
1
A ATCA A G T C TT GA ^ m A T 汀A AT C A A G T C T T GA A IT A TTT
G
Fig. Ⅲ ･1. Nu ckxdde seqL m Ce S OfSL CO)BIco血 血 喝 n O Velv血 d 162 打'G hc m 121
AJT O W Sindicd6dx:fX d o n s of 也e ntLCIwddechapge･
第二項 健常日本人50人におけるア レ ル猟変の推定
検出された新規変異1528& A の 日本人50人における頻度を検討 したところ､ 1例からも検出され
なか っ た｡ こ の こ とから､ 152$ 0,A は日本人にお いては非常にまれな変異ト1%)であるこ とが明らか
となっ た｡
第四飾 考察
本検討により検出された新規変異15280,A の機能 - の影響は現段階では不明であるが､ SL C OIB l
の膜貫貫通領域でア ミノ酸置換を伴う変異およぴ多型はすべて膜 - の ソ ー テ ィ ン グ異常により機能低
下を伴っ て いるこ とが報告されて いる[60]｡ 今回検出した 1528 G,A も第10膜貫通領域にお いて k l
からTrp - の アミノ酸置換を伴うことから､SLCOIBlの機能に影響を及ぼす可能性があると考えられ
る｡
また､ こ の新規変異は日本人にお いては非常に頻度の低い (<1 %)も のであるこ とが明らかとな っ
た｡ このような稀な変臭がプラ′ミス タチンによりミ*}1チ - を起 こ した患者から検出されたこ とから
も､ 兄C OIB) 15280'A におい ても SE C OIB)'15と同様にプラバ スタチ ン の輸送能が低下して いる
可能性が考えられ ､ SE C OIBl'15のみならず SIL:O IBlの機能低下を伴う多型および変異はすべ て ､
プラバ ス タチンによるミ.*/ヾ チ - の感受性に大きな影響を及ぼし得る可能性が推療された｡
SL C Oi Blはプラバ スタチンやア トル パ スタチン以外にも様々 な生体内外物質の輸送に関わっ てい
るため､今弓凱1528 掛 Aの SL C OIB lの機能に及を劉｢影響を明らかして いく必要があると考えられるo
現在検糾俊階ではあるが､ 1528(抄Aを鞠入 したSL C OIB 卜- 過性発現H E K293細胞で特異的基質の噛
逮能が低Fして いるという結果が得られて いるo 1528G>A におい てもプラバス タチン の輸送能が低下
して いた尭 ､ ス タチンによるミオ′ヾ チ - とSLC OIBlの c 脱 -C O n加1stndyにおけるプラバス タチンお
よぴア トルパ スタチンによるミ か ヾチ 一 発症肴の 7例中6例(85.7%)がSLC OIB lの機能低下を伴う多
吸およぴ変貌で貌明可能になると椎経きれるo この ことからも､ SLC OIBlの機能低下を伴う多型およ
び変親株プラバ スタチンおよびア トjL,}iス タチンによるミ か ヾチ - の大きな危険因子の - つ である可
能性が示唆登れたo
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第五節 小括
プラ′iス タチンおよびア トル ′ヾ スタチン でミオパチ - を発症した患者の 7例中2例はSLC O)BL＋L5
および機能低下を伴う既知変異を有して い なかっ た｡ こ の2症例の 且 0 0)Blの全 エ キノンおよぴ エ
キソン - イ ン トロ ン鮭合部位の シ ー ク エ ン ス の解析を行っ た｡
1
.
プラバ スタチンでミオパチ - を起こ した1症例において新規変異がhcbt)zyBOteで検出された｡
新規変異は エ キソン 12における1528番目の 仙 から A 血血泣 - の 一 塩基置換であっ た｡
タン パ ク レ ベ ルでは第10膜貫通領域で543番目の h からTrp - のア ミノ酸置換を伴うもので
あっ た qig. Ⅲ -1)｡
2
. 検出された新規変異15280>A の 日本人50人における頻度を検討 したところ､ 1例からも検出
されなか っ た｡ こ の ことから､ 15280,A は日本人におい ては非常に稀な変異(<1%) であるこ
とが明らかとなっ た｡
1528G > Aは第10膜貫通簡成にお いて Leu からTrp - のア ミノ酸置換を伴うことから､ SL C OIBlの
機能に影響を及ぼす可能性があると考えられた｡ こ のような稀な変臭がプラバ ス タチン によりミオパ
チ - を起こ した患者から検出されたことからも､ SE CO)Bl 1528(>A にお いても 見C OIB)＋)5と同
様にプラバ ス タチンの輸送能が低下して い る可能性が考えられた｡
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総括
ス タチン による横紋筋融解症発症の個人差に関わる適伝的要因を明らかにすることを目的としてス
ダチン によるミ か 呼 - と激転子多型の関連を候補適転子アプロ ー チ (case-co 加Ishdy) により検討
したo
1.
2.
3
.
先天性横紋筋敵解症の原栂池伝子とスタチンによるミオパ チ - との関連性につ い て検討し
た｡ A G 岨9, PY G裾I,D 触, CP T2を候補適伝子として選択し､ 症例群10例におけるその適
依予 よぴ変輿を検索したo A CA 甜における128G>A が症例群4例にheterozygoteで
検出きれたが､ そのア レル頻度を対照群と比較したが有意な差は羅められなか っ たo その
他の ACIAD 9の既知変異およびP YS M,LD fL4, C H2の既知変異は検出されなかっ た｡ この
ことから､ 免奔放横紋筋融解症の原似通伝子から選択した 4 つ の候補遺伝子における既知
変熟ま､ スダチ ンによるミオパチ - に典通の要因でほない可能性が示唆された｡
ス ダチン の弟物動機関連漉伝子とスタチン によるミ か ヾチ - の関連性につ いて検討したo
CYP3A4, B CBl,A BCC2,SL C OIBlを候補浪伝子として選択し､ その多型の頻度を症例/ 対
照群間で比較したo そ の結果､ シン パス タチンまたはアトノV}ヾスタチン服用患者において ､
ABCB] 2677 m Aの頻度が､ 対照群(n=8)に比較 して症例 雛 )で有意に高いことが明
らかとなっ た(0.250v sO.000,P g.024)o また､ プラバス タチンまたはアト/レヾス タチン服用
間愚者において St C OIB1 521 恥CおよびSL C OIBl*15の頻度が対照群(n-22)に比較して
症例群(n-7)で有意に高い ことが明らかとな っ た(0.429v s0.114, P 朝.O17L SL COIBl*15
のl アレル以上の保有率から求めた 伽ds比は11.3(p=95% CI:I.58･ 80.3)であっ たo
プラバ ス タチン によりミ か 1チ - を発症 したがSL C OIBl*15を保有して いなか っ た1症例
にお いて新たな変異(1628T>G,L543 W)が検出され､ こ の変異は膜貫通領域に存在していた
ことか ら機能低下を伴う可能性が示唆された. この変異の健常日本人(n -50)iこおけるア レル
頻度は1%以下で あることが明らかとなっ た｡
以上の結果から､SLCOIBlはプラバ スタチンやア ト/レ 1ス タチンに代表される水溶性ス タチン の体
内動態において中心的な役割を果た しており､ その機能低下はスタチン の全身暴露量の増大を介 して
ミオノ チヾ 一 等の副作用の感受性増大の原因となっ てい る可能性が示唆された｡
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Appendixl･ CD n 00mitantdr ugs
N()
, Myopathy St札tin Do s¢ Co n comita ntdrLlgS
1
＋ pr凍V AStatin 5 prednisolo n 6
＋ atorvastaポn 5
2
＋ pra v &st&血 10 epefris o n e,diclofcn A C,I)rObtlCOl
＋ do rv as紘一in 10 aspirin, probu c ol
3 ＋ pr& v 8Sta血 10
4 ＋ prA V 8Statirl 10 fa m otidine, ¢nal叩ril
6 ヰ▲ simv a曲 tin 2.5
7 ＋ simv ASt&tin 20 to c opherolnic o血8te
8 ＋ 故tOrV舶l舶in 10 prednisolorL¢,alloprinol,dil氾 6P,fdmOtidine,iso niazid,dim ¢也ic o n
9 ヰ prav 乱StAlin 10
1 0 ＋ sim v ast威n 5
1 2 ＋ pra v &statin 5 amlodipin e
lo t Alorv 舶t札触 10 Sctlr&1fate,p柁dniso ro n亀 Perindopril¢rbumin¢
1 02 pra v 軌Statin 5
pota ssit)m citr&tq ben21bro m肌 n e,dipyrid仙101ちRlrO Semi dち)1ic 町dipin e,
perindoprilqbu mine
1 03 軌t.OJV aStati凸 10
rtlrOSemide,81fAC 8lcidol, az o s6mi鴫 sulin血 c, m agn ¢sitlm a Cetat6,berapro st
sd iu机 ra nitidin e,prednisolcqle,isophaJleinsulin, 也eodlyllinq Tm ZO Sin
1 04 pr札V舶t
･
&血 10 A mlodipine, w札血rin ,hic 肝dipin 6, Su Cr&) 触, prednisolo n e
105 siJ71 V 鵬t乳血 5 asp)rln
1 06 pr札V 軌細Itin 5 amlodipin e,qLlin 8Pril, me舟u sidち V Oglibo s¢
1 07 simv瓜Statin 5 is oph札n ¢in sulin, gliberl¢a mid¢
l oも sim v鵬 細in 2.5
1 09 pra v a st&tin 2.5 v oglibo s¢,n飢11mlinstlJin
l 10 pr &v a st&血 10 amlodipin e
l il pr札V&蝕 触 10
1 12
pr&v 8ぬ 血 10 a mlodipinち t8 m O C&Tqil, Allopu rin ol
AtOr V鵬t細n 10 N A
l 13 sim v&st&tin 1 0
l id pr &v a sta血 5 gliben c18mi d6,perindopri1¢fbt)min e
l15 pr &v舶tatin 1 0 t8 m OC aPril, glibe n ch mi de, pioglitazo nち m Agn e Sium 8lmin osilic8te
l16 瓜orv asta血 1 0
prednisolo n e,tepr6 n O n 6, tO COPh6rOlnicotin 鴫 m ¢dl Otr 6X At8, df&c &1cidoI,
8 ml d ipne, m ethotre 斑te
l17 pr8V 8 St8tin 10 dila z叩, B mlodipin e
118 pr &v &st8tin 5 dipyrid00 1 0e, w ufhrin, alopurin ol,prednisolorle, 叩taSSiu m citr8te, pr Obu col
l19 prav &st&tin 10 prednisolon¢, aspirin, alf& carcidol, m &gn 6 Sitl m &1 min o silic8佃
120 prav ast&tin 10 印in &stin e, nitm z ep8m
121 pr8V A Sta血 7.5 st)1piridち 伽r8 Z印 a m
122 prav &ぬ 触 5 1ev o也yro由n eN&
lヱ3 prav astatin 5 nl免dipinち V Oglibo se,glibe n c mi d早, e n 8h町il
124 prav asta血 10
12 5 prav8St&tin 5 glicraz･ide,nic ardipin ¢
126 prav asta血 5
N A: n otav ailable
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Appendix3. 7hermocyclinsc o ndidonsBo TPC Rrea由on
GQt7e ¢o rd 也¢d) i血点吐 血n.&t打&tion AmrdirlC atioTl T町 m h 山exten &io n TaqPolym e ras15
de 舶 ti(机 l 拙 aling ] extcrLdon
A 捌Dg A 9JICx3I血n 96'Cx20蕗e¢ 55'Cx 306 e¢ 68-C汰R ぬ 68-C xlOmin K O D･pll 蜘
N()(1rCyt:l雌 I 35 I
A 94.ex3mill ～)6'Cx20沓e C 55'Cx308 eC 6含●Cx 15紙C 68◆Cx2rrLin KO D･plⅧ -
Nt) or6yd髄 i 35 i
(.TP T 〝 A 94'Cx3min 96'C x20s 飾 63-Cx30さeC 68●C x90se c 6耳●Cx2rnin K O D･pll冶･
No ofcycle 8 I 35 1
tl 94 'Cx3min 96-C〉【20se c 55'C x30s ¢¢ 68'Cx 308e C 68' C x2min K OD ･pltJS･
河() t)rcycl鵬 I 35 i
a 9 5'Cxt 5mirl 95.C)く1min 56'Cx lmirt 72 ●Cxlmin 72
'Cx7min AmpliT&qGold
”() (7f¢yc)解 I 40 I
P Y G'A4I A
N() of官y℃Ⅰ鵬
g4'C x3min
I
961Cx20sB C 56'Cx3 0s ¢¢ 6B 'Cx2.5rr血
(札rn 組Iing: r c血oe2
●Cto e v Bry3cycicifo r3 血鵬 多)
a-3･3-26
68'CxlOrnin
1
K O D･phJS･
a
N(=)fcycl朗
g4.Cx3tl油l
I
96 -Cx20s ¢c 62'Cx30朗 C 681Cx3打血
(& nn c曲喝:rC血c¢2
'Cto e v eTy3cyd鰭 l
.
o r4tiTrte S)
3.3.3･3･26
68' C x10min
i
K O D･pl砂
LJ)]ふl A
”() orey¢l雌
9 4'Cx3rrtirl
I
9･6.Cx208 eC 5l-Cx30舶C 6B'CxBOs ec
(arnc alhg: redt始らl 'C&fter9cyd朗)
9･26
68 ●Cx21Tlin
1
K O D･pll 掛
A
No 8rCyd鵬
94-ex3m主n
I
g6
'Cxユ0sec 62 -Cx 30sec 68●Cx 苫08 ¢○
紬n edi噸: rC血¢c2
'Clo cv cry3cydesfo r4 d榊 S)
3･3･3･ 3･ 26
68.Cx2min
I
K O D･pll 掛
鼠だ0]B )
No ofcycl雌
糾 一 C x3min
1
96'Cx 20$ 8¢ 57●C:叉3O紳O 68
'Cx25se c
(m cding: r噴du ¢c2
'
C lo every3cyclc8払r3dm e s)
3･3･3･26
68 'Cx2min
I
K O DIPhw･
A B C 汐J
No of¢ycl鵬
941Cx3min g61Cx20se c 571Cx3触 ec 68● C x3 恥e¢ 68
1Cx2rnin K O D･pltkS･
I 35 i
A B 氾 A 94'Cx3min 96
'Cx20ie C 50'Cx30s ¢c 68.C x25s e c 68■一Cx2min K O D･pl帖 ･
No orcycl鴎 1 35 I
B 94 'Cx2r nin 96-Cx20sec 68'Cx30s e¢ 68 -Cx25se c 68
'Cx2rnin K O D･plt鳩･
No or¢yde 8 I 35 1
a 94●ex3min 96'Cx20se c 63
'Cx30各eC 6苫 'Cx 45sec 6名
●Cx2min R O D-pl一拍 ･
No ofcy¢l¢恭 35 I
Cご】'P3A4 1蕗(
No ofcycl鰯
941CxI Omin
I
94･C x308e C 66･Cx3 0s ec 72
'
C x7 min 72' C x 107t1払
I
L^Taq
(8rne山ing: re血¢e3
' C to e v ery3cy¢1esfo r4tirn es)
3.3 J･3-26
LAPC RbnfrerlI
2rd 94 .Cx 10min 94
･Cx40s e¢ 62◆ C x45se c 72
'Cxl min 72.Cx 10min AmptiT&qGdd
Noofcycles i
(a B neding: re血c83
`Cto e v e ry3cycle&fo r4hm e s)
3-3･3･3･ 26 I
りu紳dp(i汀脚 8 W mdes cribed iれaPPe n触 2,
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Appendix4.
叫
Gerle
棚 内
C PT2
Meth dsfo r托二R- 肌 Panalysis
｢ 蒜蒜訂言 m
叫 Id
C 14 9 A i
C 3 38 T 2
C 3 70 T 3
G 4 52 A 3
53in sT;de18 4
T1 14 8 A 5
0 114 5A 6
123 8-9d¢lA G 6
T 1342 C 6
A 1436T 6
P C Rprd
≡藍出盛
44 8
151
241
241
92
92
Restrictio n
盟
BsgI
BsLX l
raqI
Sm aI
Fr喝 m CntL¢ngth(bp)
w〟wt m 11〟mllt
榊 叩
44‡ 2 51/1 97
151 1 22 / 29
1 33 / 108 241
2 13 / 2S 241
92 103
92 67 / 2 6
3 38 / 266 33 8 / 21 6 / 5 0
4 43 / 161 602
36 0/1 84/60 4 20/184
34 I/17 7/S6 518/86
604
602
604
604
Ssp i
Apo I
a.TgI
BsrI
A a
A C W 9 G 12 8 Å 7
C 473 A 8
C 476 0 8
T 150 5 C 9
C1804 A 1 0
186 N Za I V
230 Sma I
23 0 Bs aJ i
17 9 肋 〝 I
294 D 〝 ⅠⅠ
I00/5 7/2 9
23 0
135/6 I/34
i23/56
51/lo o/43
129/57
198/32
169/61
76/56/47
I0 8/loo/43/4 3
A BCB I C12 36T 1 I 412 Ha eIII 2 1&/1 57/3 5 2 53/157
C34 35 T 12 2 12 D ” II 2 12 144/68
ABCC2 C2 302 T 12
T24 39＋2 C 1 3
C3 92& T 14
A 414 5 G 1 5
叩空茶苗蒜;芯蒜 芯訂;芯蒜芯㌃
仙
7 約 AciI
78 8 Hph I
32 2 Ban I
473 Mva I
505/2B3 7 88
414/3 55/19 769/19
161/Sl/80 24 1/81
22 2/19 9/52 42 1/52
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